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Resumen. Introducción: los tejidos embebidos en parafina constituyen una exce-
lente alternativa para obtener adn, especialmente cuando no es posible contar con 
muestras frescas o el almacenamiento y conservación del tejido no es viable, de 
manera que esta muestra es el único elemento disponible para realizar un cotejo. 
El éxito en cualquier análisis genético es contar con métodos de fijación de tejidos 
y de extracción de adn adecuados que permitan obtener moléculas de buena ca-
lidad y cantidad, libres de contaminantes biológicos, químicos y microbiológicos 
que pueden actuar como inhibidores en los procesos de amplificación por pcr. 
Métodos y materiales: en el laboratorio de genética del Instituto Nacional de Me-
dicina Legal y Ciencias Forenses, Regional Suroccidente, Colombia, se realizó una 
prueba preliminar para la validación de la extracción de adn en tejidos embebidos 
en parafina, utilizando el método orgánico validado y empleado de rutina por el 
laboratorio de genética de Bogotá, Colombia. Resultados y discusión: se corroboró 
la eficacia del método a partir del análisis de reproducibilidad, respetabilidad y 
concordancia en cuanto a concentración de adn, y obtención de perfiles genéticos 
a partir de los extractos de adn de cuatro réplicas de tres diferentes tipos de tejidos 
obtenidos a partir de un feto, con respecto a una muestra de sangre en soporte fta. 
Conclusiones: con los resultados preliminares obtenidos, se encontraron algunas 
oportunidades de mejora para los laboratorios que intervienen en el proceso.
Palabras clave: adn, degradación, extracción, histotecnología, parafina.
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Genetic Evidence Reveals Improvement Opportunities 
for Tissue Preparation in Forensic Analysis 
Abstract. Introduction: Paraffin embedded tissues are an excellent alternative to obtain 
dna, especially when it is not possible to have fresh samples or when the tissue storage and 
preservation is not feasible; therefore, this sample is the only item available for matching 
purposes. The success in any genetic analysis implies having adequate tissue fixation and 
suitable dna extraction methods that allow to obtain good quality and quantity molecules, 
free of biological, chemical and microbiological contaminants that can act as inhibitors 
in pcr amplification processes. Methods and Materials: In the genetics laboratory at the 
National Institute of Legal Medicine and Forensic Sciences, South-West Regional Office 
in Colombia, a preliminary test for validation of the dna extraction in paraffin embedded 
tissue was performed, using the validated organic method used as routine by the genetics 
laboratory in Bogotá, Colombia. Results and discussion: The effectiveness of the method 
based on the analysis of reproducibility, respectability and conformance was confirmed 
in terms of dna concentration, and acquisition of genetic profiles from dna extracts from 
four replicates of three different types of tissues obtained from a fetus, with respect to a 
blood sample in fta support. Conclusions: With the preliminary results obtained, some 
improvement opportunities were found for laboratories involved in the process. 
Keywords: dna, degradation, extraction, histotechnology, paraffin.
Evidencia genética revela oportunidades de melhoramento 
para preparação de tecidos em análises forenses
Resumo. Introdução: os tecidos embebidos em parafina constituem uma excelente alterna-
tiva para obter dna, especialmente quando não é possível ter amostras frescas ou a armaze-
nagem e conservação do tecido não for viável, de forma que a amostra é o único elemento 
disponível para realizar uma comparação. O sucesso em qualquer análise genética é ter 
os métodos de fixação de tecidos e de extração de dna adequados que permitam obter 
moléculas de boa qualidade e quantidade, livres de contaminantes biológicos, químicos e 
microbiológicos que possam agir como inibidores nos processos de amplificação por pcr. 
Métodos e materiais: no laboratório de genética do Instituto Nacional de Medicina Legal e 
Ciências Forenses, Regional Sul-ocidente, Colômbia, realizou-se um teste preliminar para 
a validação da extração de dna em tecidos embebidos em parafina, utilizando o método 
orgânico validado e empregado rotineiramente pelo laboratório de genética de Bogotá, Co-
lômbia. Resultados e discussão: foi confirmada a eficácia do método a partir da análise de 
reprodutibilidade, respeitabilidade e concordância em relação à concentração de dna, e 
obtenção de perfis genéticos a partir dos extratos de dna de quatro réplicas de três diferen-
tes tipos de tecidos obtidos a partir de um feto, no que diz respeito a uma amostra de san-
gue em suporte fta. Conclusões: com os resultados preliminares obtidos, foi possível achar 
algumas oportunidades de melhoramento para os laboratórios que intervém no processo.
Palavras chave: dna, degradação, extração, histotecnologia, parafina.
doi: http://dx.doi.org/10.16925/cf.v3i1.1592
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Introducción
El éxito de los análisis genéticos obtenidos sobre 
una evidencia, depende principalmente de la cali-
dad y cantidad de adn recuperado a partir de las 
muestras recibidas. Con frecuencia, la cantidad 
y calidad del material genético disponible en las 
muestras forenses es muy baja y puede venir acom-
pañada de sustancias inhibidoras que interfieren o 
impiden la obtención de resultados exitosos [1, 2].
El estado de conservación de la muestra es 
muy importante, ya que de esto depende el éxito 
de la extracción y, aunque este tipo de preserva-
ción tiene ventajas tales como el fácil manejo de la 
muestra, la posibilidad de almacenamiento a tem-
peratura ambiente por largos períodos de tiempo y 
la preservación de tejidos autolíticos como los res-
tos ovulares, también presenta desventajas como la 
alteración del tejido durante sus etapas de fijación 
debido a la utilización de formol ácido [3, 4].
Por lo anterior, y teniendo en cuenta que todos 
los métodos utilizados deben ser validados o verifi-
cados en cada laboratorio del Instituto Nacional de 
Medicina Legal y Ciencias Forenses (inmlycf) [5, 
6], se hace necesario que el laboratorio de genética 
de la Regional Suroccidente cuente con la metodo-
logía de extracción orgánica de adn a partir de teji-
dos embebidos en parafina Código dg-m-pet-35 [7] 
validada, lo cual permita recuperar adn de buena 
calidad y cantidad que asegure resultados rápidos, 
reproducibles, certeros y confiables para la atención 
de la casuística relacionada con identificación de 
personas e interrupción voluntaria del embarazo 
(ive), entre otros dg-m-p-24.
Además, la creciente demanda de análisis 
genéticos en paternidades posaborto y la imple-
mentación del sistema de gestión de la calidad, 
requieren de la implementación de tecnologías que 
maximicen la eficacia de los procesos de laborato-
rio, la obtención de resultados rápidos y confiables, 
así como el uso eficiente de recursos, instalaciones 
y procedimientos.
En concordancia con el sistema de mejora con-
tinua y el cumplimiento de los requisitos de la imple-
mentación de un Sistema de Gestión de Calidad bajo 
la norma ntc-iso-iec-17025:2005 [8], el sistema de 
gestión de la calidad requiere de la implementación 
de tecnologías que maximicen la eficacia de los pro-
cesos del laboratorio, la obtención de resultados 
rápidos y confiables y el uso eficiente de recursos, 
instalaciones y procedimientos. Por esto se viene 
trabajando en la implementación de metodologías 
que permitan ampliar el portafolio de servicios del 
laboratorio, ofreciendo métodos de extracción para 
otro tipo de muestras que no se reciben de manera 
rutinaria pero cuyas solicitudes han comenzado a 
incrementar. A fin de que el laboratorio pueda ini-
ciar su procesamiento, los métodos de extracción 
que aplica deben ser validados internamente con el 
propósito de demostrar de manera objetiva que son 
idóneos.
En el propósito de cumplir con este requi-
sito, se realizó un estudio preliminar que permitió 
evaluar la eficiencia, reproducibilidad, repetibi-
lidad, sensibilidad y concordancia [9] del método 
de extracción orgánica de adn, a partir de tejidos 
embebidos en parafina Código dg-m-pet-35, con 
el fin de verificar la aplicabilidad del mismo en el 
Laboratorio de Genética del Instituto Nacional 
de Medicina Legal y Ciencias Forenses, Regional 
Suroccidente.
La validación interna del método en mención 
permitirá una confirmación objetiva de la funcio-
nalidad del método y su aplicabilidad en nuestra 
casuística, bajo las condiciones de trabajo de este 
laboratorio y siguiendo los parámetros establecidos 
en la guía de Validación de Métodos Analíticos en 
los laboratorios de Genética del inmlycf [6].
Así mismo, se busca demostrar que es fun-
cional y adecuado para los fines previstos, que en 
este caso es lograr obtener adn de buena calidad 
a partir de tejidos embebidos en parafina y verifi-
car datos de contaminación cruzada, concordan-
cia, sensibilidad, repetibilidad, reproducibilidad, 
exactitud y veracidad, entre otros. 
Con los resultados preliminares que se mues-
tran en este trabajo se pretende generar recomen-
daciones que permitan mejorar el manejo y el 
tratamiento que se da a las muestras de tejido sus-
ceptibles de análisis genético antes de su ingreso al 
laboratorio.
Materiales y métodos
Muestras 
Se analizó una muestra de sangre en tarjeta fta 
como muestra de referencia, y 20 fragmentos de teji-
dos embebidos en cinco bloques de parafina obteni-
dos a partir de tres tipos de tejido (corazón, riñón y 
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cordón umbilical) de un feto femenino de 18 sema-
nas de gestación, ingresado a la morgue del inmlycf 
como cuerpo en condición de no identificado (cni).
Con cada procedimiento de extracción se pro-
cesaron muestras blanco como control de contami-
nación cruzada.
Técnica
Selección de muestras
La selección de las muestras de tejido, la obtención 
de la muestra de referencia, la fijación y el procedi-
miento de embebido en parafina fueron realizados 
por el Grupo de Patología Forense de la Regional 
Suroccidente, de acuerdo con el procedimiento 
establecido para tal fin: “Procesamiento de Tejidos 
recuperados en las necropsias para el estudio his-
topatológico Código dso-tanf-m-p02”, teniendo 
en cuenta, además, que se tratara de tejidos frescos, 
no descompuestos, no tumorales y que se contó con 
autorización por parte de la autoridad competente 
para realizar los análisis requeridos dentro del 
proceso de identificación del cuerpo cni.
Extracción de adn
Para la extracción de adn a partir de los tejidos 
embebidos en parafina, se siguieron las especifi-
caciones del procedimiento “Extracción orgánica 
de adn a partir de tejidos embebidos en parafina 
Código dg-m-pet-35” utilizando el buffer de extrac-
ción de tejido blando —el cual contiene dodecil sul-
fato de sodio (sds), proteinasa k, edta y ditiotreitol 
(dtt)—, y posteriormente se utilizaron solventes 
orgánicos (fenol, cloroformo, alcohol isoamílico y 
etanol) para limpiar y precipitar el adn.
Cuantificación de adn
Se determinó la concentración del adn extraído 
utilizando el kit Plexor® hysystem de Promega, y 
el equipo rt-pcr Stratagene mx3005p. Para el aná-
lisis de los resultados se utilizó el Software mx Pro 
recomendado por la casa comercial.
Reacción en cadena de la polimerasa (pcr)
La amplificación de las muestras se realizó utili-
zando el kit PowerPlex®esx de Promega, de acuerdo 
al pet “Amplificación de los marcadores genéticos 
tipo str de adn humano mediante la utilización 
de la reacción en cadena de la polimerasa (pcr)”, 
Código dg-m-pet-102.
Tipificación y análisis
Para el análisis de los perfiles genéticos obtenidos 
se utilizó el software GeneMapper® id versión 3.2.
Tratamiento estadístico de los datos
A fin de establecer la eficacia y eficiencia del método 
se realizó un análisis de falsos y verdaderos resulta-
dos positivos a partir del dato de concentración de 
adn de las muestras procesadas [6].
La concordancia se determinó de acuerdo con 
la proporción de coincidencias entre los valores de 
tipificación de las muestras embebidas en para-
fina, extraídas por el método “Extracción orgánica 
de adn a partir de tejidos embebidos en parafina 
Código dg-m-pet-35”, y los resultados de tipifica-
ción de la muestra de referencia, utilizando el coe-
ficiente kappa propuesto por Cohen [10].
La repetibilidad se determinó a partir de la com-
paración y verificación de variación entre los resulta-
dos de reporte de concentración de adn y la tipificación 
de las réplicas de muestras procesadas por cada ana-
lista, bajo las mismas condiciones de medición y en un 
mismo montaje por un mismo operador [6].
Usando el índice de kappa [6], y a partir de la com-
paración y verificación de variación entre los resulta-
dos de reporte de concentración de adn de los cinco 
bloques de parafina procesados por dos analistas, se 
determinó la reproducibilidad usando diferentes equi-
pos de termociclaje y de tipificación, y se utilizaron 
tablas de Excell (Microsoft Excell 2010).
Resultados y Discusión 
Determinación de funcionalidad 
del método 
Mediante el uso del método “Extracción orgánica 
de adn a partir de tejidos embebidos en parafina 
Código dg-m-pet-35”, en cinco de los tejidos fue 
posible obtener extractos de adn con concentracio-
nes de adn autosómico con valores entre 6,3e-05 
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Tabla 1. Eficacia del método (ef) por concentración de adn
Muestra Réplica
CONCENTRACIÓN DE ADN (ng/UI) Total Mx 24
Autosómico Cromosoma Y Falsos positivos 0
Corte 1 de corazón
1 7,1 E-04 NA Falsos negativos 2
2 9,60E-05 NA Verdaderos positivos 18
3 1,40E-04 NA Verdaderos Falsos (BK) 4
4 7,60E-05 NA Total positivos 18
Corte 2 de corazón
1 3,60E-04 3,70E-04 Total negativos 6
2 1,50E-04 2,20E-04 FP=Falsos (+)/total(+)= 0 %
3 3,60E-04 NA EF= (Verd (+) + verd (-))/Total= 92 %
4 1,80E-04 NA
Corte 3 de corazón
1 1,30E-03 NA
2 8,80E-04 NA
3 3,50E-04 NA
4 1,30E-03 4,60E-04
Corte de cordón 
umbilical
1 6,30E-05 NA
2 NA NA
3 5,00E-04 NA
4 NA NA
Corte de riñón
1 1,40E-04 NA
2 1,80E-04 NA
3 8,00E-04 NA
4 4,20E-04 NA
Blanco de extracción
1 NA NA
2 NA NA
3 NA NA
4 NA NA
Min 0,00006 0,00022
Max 0,00130 0,00037
Prom 0,00043 0,00030
na = No se detectó concentración de adn en la muestra
Fuente: elaboración propia
ng/µl a 1,3 e-03 ng/µl, con un promedio de 4,05e-
04 ng/µL, así como datos de concentración de adn 
de cromosoma y, con valores entre 2,2e-04 a 3,7e-04 
ng/µl, con un promedio de 2,95e -04 ng/µl. Lo que 
evidencia la factibilidad de obtención de material 
genético a partir de tejidos embebidos en parafina 
con dicho método de extracción (véase tabla 1).
Así mismo, se observa que los cuatro blancos 
de extracción, de acuerdo con lo esperado, no gene-
raron resultados de concentración de adn, y solo a 
partir de dos de los extractos obtenidos del cuarto 
tejido correspondientes a las réplicas 2 y 4 de cordón 
umbilical no fue posible obtener un dato de concen-
tración de adn autosómico, lo que puede deberse a 
que la concentración de adn obtenida para dichas 
réplicas puede estar por debajo del límite de detec-
ción del método de cuantificación utilizado.
Así pues, se contó con un total de 24 resulta-
dos de concentración de adn, de los cuales cuatro 
son negativos verdaderos, dos falsos negativos, y 18 
positivos verdaderos, lo que corresponde a un total 
de falsos positivos de cero (0) y una eficiencia del 
método de 92 % que, por estar por encima del 90 %, 
se considera aceptable.
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Obtención de perfiles genéticos
A partir de los extractos de adn de los tejidos embe-
bidos en parafina y sometidos a concentración por 
filtración y posterior amplificación por pcr con el 
kit PowerPlex® esx 17 de Promega, no fue posible 
obtener perfiles con un mínimo de trece sistemas 
genéticos amplificados (véase tabla 2), debido a que 
las concentraciones de adn de todos los extractos 
(aún después de concentrados), están por debajo de 
la concentración mínima óptima para la amplifica-
ción genética con este kit [11]. Esto puede deberse 
a que los tejidos fueron fijados con formol ácido, el 
cual, de acuerdo con lo reportado en la literatura, 
tiene una penetración en el tejido de 0,5 mm/h [12], 
sumado a que los tejidos analizados en esta fase estu-
vieron en contacto con el fijador por un período de 
un mes previo a su parafinación, lo que ocasionó la 
degradación del material genético por generación de 
entrecruzamientos con proteínas y ácidos nucleicos 
y rompimiento de enlaces fosfodiester [4].
Así mismo, para todos los resultados de tipifi-
cación de tejidos embebidos en parafina, se observó 
la presencia de alelos que no correspondieron a los 
esperados con respecto a la muestra de referencia, 
lo que evidencia una posible contaminación cru-
zada de las muestras embebidas en parafina, proba-
blemente originada en el momento de la selección 
y corte del tejido o durante el proceso de histotec-
nología. Es posible hacer esta afirmación ya que los 
resultados de los controles negativos y blancos de 
extracción no mostraron ninguna amplificación, y 
a que el perfil genético que se detectó es de origen 
masculino.
No se observan diferencias significativas entre 
los resultados obtenidos para las cinco muestras de 
tejido, ya que para la mayoría de sistemas genéticos 
no se observó amplificación de alelos con excepción 
del sistema genético d10s1248, en el que para todas 
las réplicas (menos 1) de los cinco cortes de tejido, 
se amplificaron los alelos correspondientes con los 
alelos de la referencia. Este resultado contribuye 
a evidenciar la degradación del material genético 
debido al contacto prolongado del tejido con el for-
mol ácido, lo que produjo pérdidas alélicas en prác-
ticamente todos los sistemas genéticos analizados.
Tabla 2. Resultados de tipificación de extractos con respecto a la muestra de referencia
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r#= número de réplica; ul= µl = micro litro 
Fuente: elaboración propia
Determinación de ocurrencia 
de contaminación cruzada
Como se puede evidenciar en los resultados de 
concentración de adn reportados en la tabla 1, y 
en los resultados de tipificación reportados en la 
tabla 2, a partir de los cuatro blancos de extracción 
procesados al mismo tiempo que las muestras y en 
posiciones intermedias con respecto a los tejidos, 
no se detectó presencia de adn, lo que evidencia la 
ausencia de contaminación cruzada en lo que res-
pecta a la manipulación y análisis de las muestras 
en el laboratorio de genética.
Determinación de concordancia 
entre datos de tipificación
La evaluación correspondiente a la determinación 
de concordancia entre datos de tipificación obteni-
dos a partir de los extractos de adn respecto a la 
muestra de referencia y los blancos de extracción 
(véase tabla 3) arrojó los siguientes resultados: 
Cero de veinte (0/20) resultados positivos con 
respecto a la muestra de referencia, cuatro de cua-
tro (4/4) resultados negativos (blancos), veinte de 
veinticuatro (20/24) en los que el resultado fue 
negativo siendo la referencia positiva, y cero (0) 
resultados en los que la referencia dio negativa y 
los resultados positivos. Esto dio lugar a un índice 
de concordancia observada de 0,17, una concordan-
cia esperada de 0,17, y un índice de kappa de 0,00; 
lo cual indica que la concordancia es nula entre los 
resultados obtenidos y la referencia. 
Estos resultados reafirman la hipótesis del alto 
grado de degradación del adn de los tejidos anali-
zados debido a su fijación en formol ácido previo al 
proceso de parafinación [12]. Por otra parte, estos 
resultados son concordantes con los obtenidos por 
otros laboratorios de genética del inmlycf a nivel 
nacional1.
Tabla 3. Concordancia entre datos de tipificación 
obtenidos y esperados
m1 Referencia (esperados)
m2 Bloques (obtenidos)
a= (+) ambos 0
b= (+) m2 pero (-) m 1 0
c= (+) m1 pero (-) m 2 20
d= (-) ambos 4
Total 24
w= a+c 20
x= b+d 4
1 Datos presentados en reunión anual de coordinadores y res-
ponsables técnicos de genética forense, realizada del 14 al 16 de 
diciembre del 2015.
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m1 Referencia (esperados)
m2 Bloques (obtenidos)
y= a+b 0
z= c+d 24
t= a+b+c+d 24
Conc. Observada= 0,17
Conc. Esperada= 0,17
k=Índice de Kappa 0
Concordancia Nula o sin acuerdo
m1= valiable 1; m2 = variable 2
Fuente: elaboración propia
Determinación de repetibilidad
La repetibilidad se evaluó a partir de la verificación 
de concordancia entre los datos de cuantificación 
entre las réplicas de análisis de cada uno de los dos 
analistas (véase tabla 4). El análisis arrojó un índice 
de concordancia observada de 0,83, una concor-
dancia esperada de 0,61, y un índice de kappa 
de 0,57, lo que corresponde a una concordancia 
moderada.
Este resultado indica que aunque se observa 
cierta variación entre los resultados obtenidos por 
los analistas, esta no es dependiente del método, 
sino de la homogeneidad de la muestra, ya que en 
todas las muestras se detectaron cantidades de adn 
y solo en dos réplicas independientes se obtuvo un 
resultado de adn no detectable. Adicionalmente, 
la cantidad de adn detectada para cada uno de los 
tejidos fue baja.
Tabla 4. Repetibilidad por concordancia entre réplicas 
por analista según datos de cuantificación de adn
Analista 1 Analista 2
m1= Réplica 1 m1= Réplica 3
m2= Réplica 2 m2= Réplica 4
a= (+) ambos 4 4
b= (+)m 2 pero (-) m 1 0 0
c= (+) m 1 pero (-) m 2 1 1
d= (-) ambos 1 1
Total 6 6
w= a+c 5 5
x= b+d 1 1
y= a+b 4 4
Analista 1 Analista 2
m1= Réplica 1 m1= Réplica 3
m2= Réplica 2 m2= Réplica 4
z= c+d 2 2
T= A+B+C+D 6 6
Conc. Observada= 0,83 0,83
Conc. Esperada= 0,61 0,61
k=Índice de Kappa 0,57 0,57
Concordancia Moderada Moderada
M1= variable 1; M2 = variable 2
Fuente: elaboración propia
Determinación de reproducibilidad
Este parámetro se evaluó a partir de la concordan-
cia entre los datos de cuantificación y tipificación 
de los extractos obtenidos de las muestras embe-
bidas en parafina y los blancos de extracción entre 
los dos analistas (véase tabla 5).
Se obtuvo para ambas comparaciones (cuan-
tificación y tipificación), un total de nueve de diez 
(9/10) muestras con resultados positivos y un total 
de tres de dos (3/2) muestras con resultados negati-
vos (dos blancos y una réplica por analista), y cero 
(0) resultados en los que difirieren los resultados 
entre analistas. Se obtuvo un índice de concordan-
cia observada de 1, concordancia esperada de 0,63 
y un índice de kappa de 1, lo que corresponde a una 
concordancia casi perfecta. Este análisis permite 
establecer que el método de “Extracción orgánica 
de adn a partir de tejidos embebidos en parafina 
Código dg-m-pet-35”, permite obtener resultados 
reproducibles sin verse afectado por las variables 
estocásticas.
Tabla 5. Reproducibilidad por concordancia entre 
analistas con datos de cuantificación y de tipificación
Con datos de cuantificación Con datos de tipificación
m1 = Analista 1
m2 = Analista 2
a= (+) ambos 9 9
b= (+) m 2 pero (-) m 1 0 0
c= (+) m 1 pero (-) m 2 0 0
Viene de la pág. 93 Continúa tabla 4
Continúa en la pág. 95
95Evidencia genética revela oportunidades de mejora para preparación de tejidos en análisis forenses
Con datos de cuantificación Con datos de tipificación
d= (-) ambos 3 3
Total 12 12
w= a+c 9 9
x= b+d 3 3
y= a+b 9 9
z= c+d 3 3
t= a+b+c+d 12 12
Conc. Observada= 1 1
Conc. Esperada= 0,63 0,63
k=Índice de Kappa 1 1
Concordancia casi perfecto casi perfecto
Nota. m1= valiable 1; m2 = variable 2
Fuente: elaboración propia
Conclusiones
El análisis de datos de este trabajo preliminar nos 
permite establecer algunas conclusiones.
Mediante el uso del método “Extracción 
orgánica de adn a partir de tejidos embebidos en 
parafina Código dg-m-pet-35”, es posible obte-
ner extractos de adn con concentraciones de adn 
detectables por métodos de cuantificación con el kit 
Plexor en el equipo Stratagene demostrando una 
eficiencia del 92 %. 
No fue posible obtener perfiles genéticos con 
al menos trece sistemas amplificados debido a que 
las concentraciones de adn de los extractos estuvie-
ron por debajo de la concentración mínima óptima 
para el kit de pcr PowerPlex® esx 17 de Promega. A 
pesar de este resultado, los hallazgos evidenciaron 
una contaminación cruzada con un perfil genético 
masculino desconocido, muy posiblemente origi-
nado en la manipulación del tejido previo al análi-
sis genético. Esta afirmación surge en razón a que 
a partir de los controles negativos del proceso en el 
laboratorio de genética se obtuvieron los resultados 
esperados, y el perfil masculino se obtuvo en varias 
de las muestras analizadas. 
Así mismo, la degradación del adn obtenido 
dio lugar a la no concordancia entre los datos de 
tipificación y la muestra de referencia, lo cual es 
compatible con lo ya reportado en la literatura.
La concordancia entre réplicas y entre analis-
tas permite inferir que hubo repetibilidad y repro-
ducibilidad del método.
Por otra parte, los procesos previos a los aná-
lisis genéticos tales como la manipulación, la selec-
ción, la fijación y el parafinado de tejidos aportan un 
error significativo a la incertidumbre del método.
Los resultados obtenidos en este trabajo pre-
liminar obligan a hacer algunas recomendaciones 
que permitan mejorar los procesos y obtener resul-
tados que conduzcan a obtener conclusiones adecua-
das cuando se aplique a la validación del método en 
todos los laboratorios de genética del inmlycf.
La primera recomendación es aumentar el 
número de bloques para proceso (mínimo dos blo-
ques por tipo de tejido), a fin de estar en capacidad 
de seleccionar una muestra de mayor tamaño para 
cada una de las réplicas y así asegurar una mayor 
homogeneidad de la muestra.
Para evitar la contaminación cruzada de 
muestras antes de ingresar al laboratorio de gené-
tica, se debe realizar un estricto control del manejo 
de muestras en la sala de necropsias y en el labo-
ratorio de histopatología, utilizando instrumentos 
desechables o sometidos a limpieza y/o esteriliza-
ción para el corte y selección de los tejidos.
Utilizando como guía la lectura de la lámina 
en histopatología, se debe realizar una marca sobre 
el bloque de parafina que contiene el mismo tejido 
con el fin de establecer una concordancia entre el 
tejido observado apto para análisis, y el que debe 
ser seleccionado por el laboratorio de genética al 
momento de realizar la extracción de adn.
En el desarrollo de la validación, incluir ade-
más muestras de tejido fresco del mismo origen que 
los embebidos en parafina, y someterlos al mismo 
método de extracción con el fin de evaluar el efecto 
de los reactivos utilizados.
Se recomienda además utilizar formaldehido 
tamponado para la fijación de los tejidos para dis-
minuir considerablemente el efecto negativo sobre la 
amplificación de las moléculas de adn en el labora-
torio de genética. Esta recomendación se soporta en 
lo descrito en la literatura que reporta que el formal-
dehído preserva muy bien la morfología celular, pero 
la conservación de biomoléculas no es buena. Por 
otra parte, se ha demostrado que el formaldehído 
produce entrecruzamiento entre ácidos nucleicos y 
proteínas, además hidroliza puentes fosfodiester del 
adn generando problemas en la obtención de molé-
culas de buena calidad, así como el tiempo de fijación 
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y el grosor del tejido afectan considerablemente la 
amplificación del adn [3, 4, 11].
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